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Procede de synthese directe d'oligorhamnosides, composition comprenant des 
oligorhamnosides et utilisation en tant que medicament 

'^a presente invention conceme un procede de synthese directe d'oligorhanmosides. Le 
5 procede de synthese consiste en une reaction « one-pot » dans Tacetonitrile, sans 
aucune reaction de protection ou de deprotection du rhaninose. Le melange 
d'oligorhanmosides obtenu presente une activite anti-inflammatoire. 

La reaction inflammatoire est une reponse du systeme immunitaire face a une 
10 agression causee aux cellules ou aux tissus vascxilarises d'un organisme par un 
pathogene tel que les virus, les bact^ries ou bien face a une agression chimique ou 
physique. Souvent douloureuse, rinflammation est generalement une r6ponse de 
guerison. Cependant dans certains cas, (arthrite rhumatoi'de, la maladie de Crohn, les 
maladies autoimmunes. . .) elle pent avoir des consequences plus graves que le stimulus 
15 d'origine. 

Les reactions d'hypersensibilite de contact correspondent a des reactions d'inununite 
specifique dirigees contre des antigenes localises sur des cellules ou dans les tissus, a 
I'origine de lesions cellulaires ou de reactions inflammatoires. Ces reactions 
d'hypersensibilite peuvent se developper dans le cadre des mecanismes de defense vis- 
20 ^-vis d'un microorganisme pathogene ou dans le cas de reactions allergiques. EUes 
font intervenir differents types de cellules et en particulier les cellules de la peau, 
certains leucocytes, sans oublier les cellules endotheliales dont le role est preponderant 
dans les reactions inflammatoires. 

Les interactions intercellulaires qui interviennent alors impUquent generalement des 
25 phenomenes de reconnaissances specifiques entre ligands et recepteurs. Au cours de 
ces vingt demieres annees, de nombreux recepteurs de surface cellulaires ont ete 
identifies, tels que des proteines capables d' assurer une reconnaissance specifique avec 
certains sucres comme le fucose et le rhamnose. 

Les lectines sont des proteines implantees dans les membranes des cellules eucaryotes, 
30 et jouent un role tres important dans les phenomenes d'adhesion et de reconnaissance 
entre cellules notamment lors des processus inflanamatoires. Les lectines 
membranaires sont impUquees en particulier dans Tendocytose, le trafic intracellulaire 
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des glycoconjugues et la pemieabilite endotheliale. De plus, ces proteines, souvent 
transmembranaires, contribuent a la reconnaissance specifique de Tantigene (domaine 
extracellulaire) et a T activation des cellules (domaine intracellulaire). Les lectines 
peuvent reconnaitre specifiquement certains sucres, notairtment le rhamnose. 
5 L'etude, ainsi que I'utilisation therapeutique d'oligorhamnosides, impliquent de plus 
en plus de disposer de ces produits en grande quantite. Malheureusement ceux-ci sont 
difficiles k isoler sous une forme homogene a partir de cellules vivantes, de par le fait 
qu'ils existent sous la forme de melanges microheterogenes. La purification de tels 
composes, lorsque cela est possible, est difficile et aboutit generalement a de tres 
10 faibles rendements. Ces contraintes montrent Tinteret de disposer d'une methode de 
synthese simple et efificace d'oligorhanmosides. 

De nombreux chercheurs se sont essayes au coxirs du siecle dernier a proposer des 
methodes originales dans la synthese d'oligosaccharides, Les premieres ont ete initiees 

15 avec Fischer; Koenigs et Knorr, Lemieux (Lemieux, R.U., Morgan, A.R., The 
preparation and configurations of tri-O-acetyUalpha-D-glucopyj-anose 1,2- 
(orthoesters). Canadian joumal of chemistry, 1965. 43: p. 2199-2204) qui introduirent 
les notions deactivation et de protection des unites saccharidiques. Ensuite, Paulsen 
(Paulsen, H., Kutschker, W., Lockhofif, O., Building units for Oligosaccharides, 

20 XXXIII: synthesis ofbeta-glycosidically linked disaccharides of L-rhamnose, Chemical 
Berstein, 1981. 114: p. 3233-3241), et plus recemment Schmidt et Seeberger 
(Seeberger, P.H.H.W.C., Solid-phase oligosaccharides synthesis and combinatorial 
carbohydrate librairies. Chemical reviews, 2000. 100(n^l2): p. 4349-4393; Seeberger, 
P.H-, Plante, O J., Synthesis of oligosaccharides, reagents and methods related thereto, 

25 2001, MIT (Cambridge MA): United States, p. 50) proposerent des methodes plus 
complexes sur support solide afin d'ameUorer les rendements et la specificite des 
reactions. La synthese d'oUgosaccharides avait comme objectif d' exploiter leur 
biocompatibilite afin de trouver de nouvelles substances therapeutiques. Cependant, 
ces methodes reposent sur des strat6gies qui necessitent toutes des etapes de protection 

30 et de deprotection des sucres. Ces methodes de synthese restent done lourdes et 
s'accompagnent malheureusement de rendements tres faibles diminuant les possibilites 
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d'industrialisation. II est done primordial de trouver xin precede original adapte qui 
permettrait la synthese de ces composes avec im minimimi d'etapes reactionnelles, 

5 D'lme maniere surprenante, les inventeurs ont decouvert quMl etait possible de 
synthetiser directement dans racetonitrile des oligorhamnosides (synthese « one-pot ») 
sans aucune reaction de protection ni de deprotection du rhamnose. 
Cette synthese en une seule etape reactionnelle utilise les proprietes particulieres de 
solubilite du rhamnose dans I'acetonitrile : le rhamnose est tres peu soluble dans 
1 0 racetonitrile froid et peu soluble a chaud. 

Au sens de la presente invention, on entend par « oUgorhamnoside » tout oligomere 
constitue de motifs rhamnoses, de configuration- levogyre ou dextrogyre, 
avantageusement levogyre, lies entre eux par des Uaisons glycosidiques de 
15 configuration a ou /S. Ledit oUgomere pent etre lineaire ou sous forme ramifiee. 

La presente invention conceme un procede de preparation d'oligorhamnosides 
comprenant les etapes successives suivantes : 

a) auto-condensation du rhamnose en ime seule etape reactionnelle dans 
20 racetonitrile en presence d'un catalyseur acide et precipitation des 

oligorhamnosides ainsi formes ; puis 

b) recuperation du precipite obtenu suite a T etape a), comprenant les 
oligorhamnosides, par filtration. 

L'originalite du procede tient au fait que la reaction d' auto-condensation du rhamnose 
25 dans racetonitrile se fasse directement sans etape preliminaire de protection des 
fonctions hydroxyles du rhamnose et, de la meme maniere, sans etape successive de 
deprotection des fonctions hydroxyles du rhanmose. 

Lors de ladite etape a), on travaille avantageusement en miUeu homogene pour limiter 
Texces de rhamnose dans le brat fibaal, tout en travaillant a saturation pour assurer la 
30 precipitation rapide des oligorhamnosides. Ainsi, la solution d'acetonitrile est 
avantageusraaent saturee en rhamnose. 
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Le melange rhamnose, acetonitrile et catalyseur acide est avantageusement mis k r6agir 
sous chauffage et eventueUement sous agitation, a une temperature comprise entre 20 
et 120°C, encore plus avantageusement entre 35 et 75°C. La temperature 
d'autocondensation ne doit pas depasser 120°C afin d'6viter une degradation des 
5 sucres. D'une maniere avantageuse, la temperature de chauffage est d' environ 65°C a 
pression atmosph6rique. Le melange rhamnose, acetonitrile et catalyseur acide est 
avantageusement m61ang6 de 5 minutes k 24 heures. encore plus avantageusement 3 
heures. 

Dans la chimie des sucres, il est tres classique d'utiUser un catalyseur acide pour 
10 favoriser la foraiation de Uaisons glycosidiques. Dans le cadre de la prdsente invention, 
le catalyseur acide est avantageusement choisi dans le groupe constitu6 par I'acide 
chlorhydrique, I'acide sulfiarique, I'acide phosphorique, I'acide ortho-, meta-, et para- 
toluene sulfonique, I'acide benzene-sulfonique, les acides benzene-sulfoniques 
substitues. I'acide methane-sulfonique, les acides de Lewis, notamment le chlorure de 
15 zinc ou le chlorure ferrique, des argUes acides, notamment la montmoriUonite K-10, 
des r6smes acides synthetiques, les zeolithes ou leurs combinaisons. 
Les acides benzene-sulfoniques substitues sont avantageusement les acides ortho-. 
meta-, para-bromobenzfenesulfonique. 

Les acides de Lewis sont par exemple le chlorure de zinc, le chlorure ferrique ou tout 
20 autre halogenure de metal, metalloide ou lanthanide. 

Comme exemple de resines acides synthetiques, on peut notamment citer les resines 

acides synthetiques de type « Amberlyst® », « AmberUte® » ou « Dowex® ». 

La quantite de catalyseur doit 6tre controlee car la reaction est tres rapide. Afin de 

controler davantage la reaction, il est necessaire de ralentir cette reaction. La quantite 
25 de catalyseur acide ajout6e est avantageusement fixe. La quantite de catalyseur ajoutee 

correspond avantageusement k environ 0,1 mole de catalyseur pour 1 mole de 

rhanmose. 

L'eau formee pendant la reaction d' auto-condensation de l'6tape a) est 
30 avantageusement eliminee, physiquement ou chimiquement Comme exemple de 
technique d'elimination physique de l'eau formee pendant la synthese, on peut 
notamment citer la distillation ou I'utiUsation d'un adsoibant. Comme exemple de 
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technique d' Elimination chimique de I'eau form6e pendant la synthase, on pent 
notamment citer Tutilisation d'vin agent de dessiccation. 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, I'eau formee pendant la reaction 
d'auto-condensation de I'etape a) est eliminee au moyen d'un agent de dessiccation 
choisi dans le groupe constitue par les carbonates, les sulfates, le chlorure de calcium, 
le pentaoxyde de phosphore, des tamis moleculaires ou des combinaisons de ces divers 
agents de dessiccation. L'agent de dessiccation peut etre introduit directement dans le 
milieu reactionnel ou dtre pr&ent au niveau des vapeurs de solvant a I'interieur d'une 
cartouche d' extraction solide/liquide de type « soxhlet ». 



Selon une variante de I'iavention, la reaction d' auto-condensation de l'6tape a) est 
realisee a pression atmospherique et sous atmosph^e d'un gaz inarte, tel que I'argon 

bu Tazote. 

Selon une autre variante de I'invention, la reaction d' auto-condensation de I'etape a) 
15 est r6alis6e a pression reduite (de preference environ 260 mbar), avantageusement en 
autoclave. 

Les reactifs peuvent dtre introduits de maniere fi:actionn6e ou continue de fa9on a ce 
que la reaction puisse toujours 6tre r6aUs6e dans les rapports molaires les plus 
favorables. 

20 

Prealablement a I'dtape b), le mdlange reactionnel est avantageusement refiroidi jusqu'i 
une temperature comprise entre la temperature de reaction de condensation et 0°C, 
encore plus avantageusement jusqu'i la temperature ambiante, c'est-a-dire environ 
jusqu'a 20°C. 

25 Cette etape additionnelle de refroidissement favorise la. precipitation des 
oligorhamnosides formes lors de I'etape a). 

Le precipite recupere lors de I'etape b) est appele precipite PI. II est avantageusement 
r6cup6r6 par filtration telle qu'une filtration sur Biicbner. 
30 Ledit precipite PI est avantageusement lave a I'acetonitrile. Le filtrat obtenu suite a 
I'etape b) est evaporE sous pression rdduite afin de recuperer un second precipite (P2) 
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contenant le rhamnose n'ayant pas reagi mais aussi des d6riv6s rhanmosyles du 
precipite PI passes en solution. 

La precipitation d'oUgorhamnosides au cours de la reaction libere des molecules de 
solvant (acetonitrile). Ainsi, il se produit de maniere reversible une solubilisation des 
5 plus faibles masses, et c'est pourquoi le precipite P2 obtenu par evaporation de la 
phase ac6tonitrile contient une partie riche de rhamnose mais egalement une fraction 
des oligorhamnosides synthetises. 

Les oligorhamnosides obtenus presentent un degre de polymerisation maximum egal a 
12, avantageusement compris entre 2 et 9. 

10 On pense que la modification des conditions operatoires ne contribue pas au 
changement de la distribution des masses mais uniquement a une modification de la 
cinetique de formation des oUgorhamnosides. En effet, si on considere qu'i partir 
d'une certaine taille, un oligomere n'est plus soluble dans 1' acetonitrile et precipite, 
alors ce phenomene pent etre accompagne de deux autres phenomenes sous jacents et 

15 opposes. Le premier est la Uberation de molecules de solvant qui seront alors 
disponibles pour solubiliser davantage les oligomeres de plus petites tailles, et le 
second est un phenomene de copr6cipitation. Un oUgomere de masse suffisamment 
importante pent pixjvoquer la precipitation de ses homologues plus petits lorsqu'il 
devient insoluble dans le milieu reactionnel. 

20 Ces trois ph6nom6nes, de precipitation, coprecipitation et resolubiUsation, sont 
probablement k I'origine d'une uniformite qualitative, dans la distribution de masse. 
Les motifs rhamnose ont jusqu'i trois de leurs fonctions hydroxyles qui sont 
impUquees dans la formation de liaisons glycosidiques. En theorie, le motif rhamnose 
ayant quatre fonctions hydroxyles, il pourrait former quatre Uaisons glycosidiques. 

25 Cependant, lors de la mise en oeuvre du procede selon I'invention, on a constate qu'au 
maximum trois des fonctions hydroxyles des motifs rhamnose sont impliquees dans la 
formation de liaisons glycosidiques. On pense que ceci est du a des problemes 
d'encombrements steriques. 

Le rendement massique en oligorhanmosides du proc6de selon I'invention est compris 
30 entre 30 et 60%, par rapport a la quantite massique de rhamnose introduite. 
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La presente invention conceme egalement une composition comprenant un melange 
d*oligorhamnosides susceptible d'etre obtenu par le precede selon I'invention, lesdits 
oligorhaimiosides contenant de 2 a 12 motifs rhanmose, avantageusement de 2 a 9 
motifs rhamnose. 

5 La distribution des oligorhanmosides en fonction de leur degre de polymerisation suit 
approximativement ime loi de distribution du type loi de Poisson. 
Les motifs rhamnoses ont jusqu'a trois de leurs fonctions hydroxyles qui sont 
impliquees dans la formation de liaisons glycosidiques. Les liaisons glycosidiques 
peuvent etre des liaisons en a. ou des liaisons en jS. 

10 

La presente invention conceme aussi un medicament comprenant une composition 
selon rinvention, c'est-a-dire un melange d' oligorhanmosides tel que defini 
precedemment. - 

15 Le medicament selon Tinvention est avantageusement destine a reguler les 
mecanismes inflammatoires. 

En particulier, le medicament est destine a la prevention ou au traitement des reactions 
ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de la peau et/ou des 
muqueuses. Le medicament selon Tinvention est egalement destine a inhiber la 

20 reponse immune liee au stress inflammatoire. 

Le m6dicament selon Tinvention est notamment destine a inhiber I'activation des 
leucocytes, tels que les polynucleaires humains et notamment les neutrophiles et les 
mastocytes humains empechant la Uberation des mediateurs preformes de la reaction 
immimitaire. H permet egalement Tinhibition de Tadhesion des lymphocytes circulants 

25 et des cellules endotheliales empechant amsi la transmigration de ces leucocytes sur le 
Ueu de T inflammation. II permet aussi Tinhibition de la secretion des cytokines 
keratinocytaires, activatrices des lymphocytes T et des cellules de Langerhans, telles 
que BL-l, TNF-Oi ou des molecules d'adhesion, telles que ICAM-1, VCAM, qui 
contibuent au recrutement et au passage trans-endothelial des leucocytes. Le 

30 medicament selon I'invention est egalement inhibiteur du phenomene d'hyperplasie 
keratinocytaire. 
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Le medicament selon rinvention est aussi inhibiteur du processus d'appr&tement de 
rantigene par les cellules dendritiques de la peau, de la maturation des cellules 
presentatrices d'antigene, a savoir les cellules dendritiques dermiques et les cellules de 
Langerhans, du phenomene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules 
5 presentatrices d'antigene. 

Ainsi, le medicament selon rinvention est destine k la prevention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitue de I'eczema atopique et/ou de contact, des 
dermatoses inflammatoires, des dermatites irritatives, de Tacne, des maladies auto- 
immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du vitiligo, du 
10 pityriasis, des sclerodermies, de Tarthrite rhumatoide, de la maladie de Crohn ou du 
rejet de greffe. 

Le medicament selon rinvention est egalement destine a la prevention et au traitement 
des derives inflammatoires chroniques liees au vieillissement et ses consequences. Le 
medicament est notamment destine a la prevention ou au traitement des maladies 
15 choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les 
anomalies pigmentaires de la peau, I'hypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

Selon une variante de rinvention, le medicament est destine a diminuer le caractere 
allergisant et/ou irritant d'une composition ou d'un parfum. 
20 Le medicament selon rinvention comprend avantageusement 0,001 a 50% en poids 
d'oligorhanmosides. 

Le medicament selon la presente invention pent Stre formula pour 8tre administre par 
toute voie. H est avantageusement formule pour etre administre par voie topique, orale, 
sous-cutanee, injectable, rectale et genitale. 
25 Lorsque le medicament est formule pour etre administre par voie orale, ledit 
medicament pent se presenter sous la forme de solution aqueuse, emulsion, 
comprimes, gelules, capsules, poudres, granules, solutions ou encore de suspensions 
orales. 

Lorsque le medicament est formule pour etre administre par voie sous-cutanee, ledit 
30 medicament ou ladite composition pent se presenter sous la forme d' ampoules 
injectables steriles. 
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Lorsque le medicament est formule pour 8tre administre par voie rectale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de suppositoires. 

Lorsque le medicament est formule pour etre administre par voie genitale, ledit 

medicament peut se presenter sous la forme d'ovules. 
5 Le medicament selon I'invention est de preference a appUcation topique. Le 

m6dicament peut alors etre fonnul6 de maniere k se presenter par exemple sous forme 

de solution aqueuse, de creme blanche ou color6e, de pommade, de lait, de lotion, de 

gel, d'ongueat, de serum, de pate, de mousse, d' aerosol ou de stick. 

La quantite du medicament selon I'invention a administrer depend de la gravit6 et de 
10 I'anciennete de I'afifection traitee. Naturellement, le medecin adaptera aussi la 

posologie en fonction du malade. 



La presente invention conceme egalement une methode de traitement cosmetique des 
15 peaux et/ou des muqueuses sensibles, irritees, intol6rantes, a tendance allergique. 
ag6es, soumises a un signal danger, presentant un trouble de la baiiiere cutanee. 
pr6sentant des rougeurs cutanees ou presentant un d6s6quilibre immunologique non 
pathologique li6 au vieillissement intrinseque, extrinseque ou horaional, caracterisee 
en ce qu'elle consiste k appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition 
20 comprenant un melange d'oligorhamnosides tel que defini precedemment. 

La presente invention conceme aussi une m6thode de traitement cosmetique pour 
retarder le vieillissement naturel de la peau et/ou pour pr6venir le vieiUissement 
accelere de la peau soumise aux agressions exterieures, notamment pour prevenir le 
vieillissement photo-induit de la peau, caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer 
25 sur la peau une composition comprenant un melange d'oUgorhamnosides tel que defini 
precedemment. 

Dans le cadre d'une utiUsation cosmdtique, la composition selon I'invention comprend 
avantageusement 0,001 k 50% en poids d'oUgorhamnosides, par rapport au poids total 
de la composition. 

30 Lorsque la composition cosmetique est formulae pour ttre administre par voie topique, 
ladite composition se pr6sente par exemple sous forme de solution aqueuse, de creme 
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blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de serum, de 
pate, de mousse, d' aerosol, de shampoing ou de stick. 

5 D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples r^resentes ci-apres. Dans ces exemples on se referera 
aux figures suivantes. Ces figures et exemples sont destines a illustrer la presente 
invention et ne peuvent en aucun cas etre interpretes comme pouvant en limiter la 
portee. 

10 

Figure 1 : Viabilite des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viabilite des cellules endotheliales issues des gangUons lymphatiques 

peripheriques en presence des oligorhamnosides. 
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Exemple I ; Synthese directe des oligorhamnosides 

Dans un ballon a 2 voies de 100 mL, surmonte d'un refrigerant droit lui-meme equipe 
d'lrne garde dessechante (CaCh), on introduit sous balayage d'argon, 25 mL 
5 d'acetonitrile (sech6 sur tamis moleculaire 3 A). Le rhamnose (360 mg) est introduit 
dans I'acetonitrile k chaud (65 "C), en quatre fractions equivalentes, en attendant la 
complete dissolution avant d'ajouter la fraction suivante. 

Le catalyseur acide /^-toluene sulfonique (APTS), 0,3 mL d'une solution a 0,6 M 
(rapport massique de 0,1 g/g de rhamnose) est ajoute dans le melange maintenu sous 
10 argon. La solution est agitee (agitateur magn6tique) k eS^C pendant 40 minutes. 

Apres reaction, I'agitation est coupee et le m61ange refroidi k temperature ambiante 
pendant 30 minutes. 

Le precipite (PI) forme est recupere par filtration sous vide sur un verre fritt6 de 
porosite 4, puis est lave a 1' acetonitrile et a I'ether anhydre, puis repris dans un 

15 minimum d'eau et lyophiUse. On obtient ainsi 126 mg d'une poudre blanche 
correspondant aux oligorhamnosides, soit un rendement de 35 %. 
Le filfrat recupere est 6vapor6 k I'dvaporateur rotatif sous pression reduite (15 mmHg), 
on obtient ainsi 234 mg d'un solide (P2) correspondant k un melange 
rhamnose+oligorhanmosides de faibles masses mol6culaires. La distribution de taille 

20 ainsi que les masses des oligosaccharides synthetises sont respectivanent mesurees par 
HPLC et par spectrom6trie de masse. 

Les oligorhamnosides (PI) et (P2) sont analyses par chromatographic Uquide haute 
performance (HPLC) sur une colonne RSO-oligosaccharides, REZEX de marque 
Phenomex (200x10,0 mm) munie d'une colonne de garde (60x10,0 mm). Eluant 100 % 

25 H2O a un debit de 0,3 mL/min et a une temperature de colonne de 
80*»C. Les echantillons mjectes a 10 i^L d'une concentration de 50 mg/mL dans I'eau, 
sont d6tect6s par un refractometre differentiel. Dans ces conditions, I'analyse dure 50 
minutes et permet de s6parer le rhamnose (47 minutes de temps de retention) des 
derives rhamnosyles (temps de retention de 15 i 44 minutes). 

30 Les masses des oUgorhamnosides (PI) et (P2) sont determin6es par spectrometrie de 
masse, electrospray pour les degres de polymerisation de 1 ^ 5 et LSI-MS pour les 
degres de polymerisation de 5 a 12. Ces analyses de masses font apparattre un degr6 
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maximum de polymerisation egale k 12. Tous les types de liaisons glycosidiques sont 
trouves, excepte le motif rhamnose ou toutes les fonctions hydroxyles ont r6agi. 

Exemple 2 : S vnthese directe des oligorhamnosides 

5 

On precede selon le protocole de I'exemple 1, mais dans ce cas la solution est agitee a 
40 °C pour une duree de 40 minutes comme selon rexenq)le 1 . 

Apres reaction et traitements suivant les memes protocoles que ceux decrits a 
I'exemple 1, on obtient 72 mg de pr6cipit6 CPl) soit un rendement de 20 %. 
10 La masse de solide (P2) recuperee 6tant dans cet exemple de 288 mg. 

Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux mSmes resultats que 
ceux obtenus selon le protocole de I'exemple 1. 



15 



25 



Exemple 3 : Svnthese directe des oligorhamnosides 



On precede selon les protocoles des exemples 1 et 2, mais dans ce cas la solution est 
agit6e k 65 °C, mais pour une duree de 6 heures. Apr^ reaction et traitements suivant 
les memes protocoles que ceux decrits k I'exemple 1 et 2, on obtient 144 mg d'un 
precipit6 brun-jatine ^1) soit un rendement de 40 %. 
20 La masse de soUde (P2) recuperee etant dans cet exemple de 216 mg. 

Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent mSmes r6sultats que ceux 
obtenus selon le protocole de I'exemple 1 et 2. 



Example 4 ; S vn&ese directe des oligorhamnosides 



On proc^de selon les protocoles des exemples 1, 2, 3, mais dans ce cas la solution est 
agit6e k 40 °C pour une duree de 6 heures. Apres reaction et traitements suivant les 
memes protocoles que ceux d6crits dans les exemples 1 a 3, on obtient 126 mg d'un 
precipite (PI) soit un rendement de 35 %. 
30 La masse de solide (P2) recuperee etant dans cet exemple de 234 mg. 

Les analyses HPLC et spectiomdtrie de masse conduisent aux mSmes r6sultats que 
ceux obtenus selon les protocoles Ik 3. 
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Exemple 5 : Synthase directe des oligorhamnosides 

On precede selon le protocole de Texemple 1. mais dans ce cas la quantite totale de 
rhanmose introduite dans 1' acetonitrile a 65 °C est de 200 mg. 

Aprfes reaction et traitements suivant les memes protocoles que ceux decrits dans les 

exemples U 4, on obtient 30 mg de precipite (PI) soit un rendement de 15%. 

La masse de solide (P2) r6cup6re etant dans cet exemple de 170 mg. 

Les analyses HPLC et spectrom6trie de masse conduisent aux memes resultats que 

ceux obtenus selon les protocoles 1 k 4. 

Exemple 6 : S ynth^e directe des oligorhamnosides 



On procede selon le protocole de I'exemple 1, mais dans ce cas la quantitd de catalyseur 
APTS est plus importante, soit un rapport massique de 0,2 g/g de ihamnose. 
15 Apres reaction et traitements suivant les memes protocoles que ceux decrits dans les 
exemples U 5, on obtient 126 mg de precipite (PI) soit un rendement de 35 %. 
La masse de solide (P2) r6cup6re etant dans cet exemple de 234 mg. 
Les analyses HPLC et spectrom6trie de masse conduisent aux memes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 1^5. 



Exemple 7 : Synthase directe des oligorhamnosides 



On procede selon le protocole de I'exemple 1. mais sur un volume d'acetonitrile et une 
masse de rhamnose plus importante et une dur6e plus longue. 
25 Dans un ballon a deux voies de 100 mL, surmonte d'un refrigerant droit, lui- mdme 
equipe d'une garde dessechante (CaCIz), on inHoduit sous balayage d'argon, 80 mL 
d'acetonitrile sec. Le rhamnose (550 mg) est introduit dans I'acetonitrUe chaud (65 °C) 
par petites fractions. Dans ce cas la solution est agitee a 65°C pour une duree de 4 
heures. 

30 Apres reaction et traitements suivant les mSmes protocoles que ceux decrits dans les 
exemples 1 a 6, on obtient 137,5 mg de precipit6 (PI) soit un rendement de 25 %. 
La masse de soUde (P2) recupere etant dans cet exemple de 412,5 mg. 
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Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux memes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 1 a 6. 

Example 8 : Svnthese directe des oligorhamnosides 

5 

On precede selon le protocole de Texemple 1, mais en rempla9ant Tacide p- toluene 
sulfonique (APTS) par une resine acide comme rAmberlyst®15 dry. 
Ce catalyseur (500 mg) est ajoute dans le melange maintenu sous argon. 
Apres reaction et traitements suivant les memes protocoles que ceux decrits dans les 
10 exemples 1 a 7, on obtient 90 mg de precipite (PI) soit un rendement de 25%. 
La masse de solide (P2) recupere etant dans cet exemple de 270 mg. 
Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisrat aux memes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 1 a 7. 

1 5 Exemple 9 : Svnthese directe des oligorhamnosides 

Un ballon a deux voies de 100 mL est surmonte d'un extracteur solide/liquide de type « 
soxhlet» mnni d'une cartouche d'extraction, lui-meme surmonte d'un refrigerant droit 
6quipe d'une prise de vide. La cartouche d'extraction est remplie de chlorure de 
20 calciimi sec dans un rapport massique CaCl2/rhanmose=20 et surmontee d'un coton de 
verre. 

Dans le ballon on introduit sous balayage d'argon, 80 mL d'acetonitrile (seche sur 
tamis moleculaire 3 A). 

Le rhamnose (550 mg) est introduit dans Tacetonitrile a chaud (65 ""C), en quatre 
25 fractions equivalentes en attendant la complete dissolution avant d'ajouter la fraction 
suivante. 

Le catalyseur acide ;?-toluene sulfonique (APTS), 1 mL d'une solution dans 
I'acetonitrile a 0,6 M (rapport massique 0,2 g/g de rhamnose) est ajoute dans le 
melange maintenu sous argon. 
30 Le montage est ensuite connecte k une source de vide (trompe a eau) munie d'un 
regulateur de pression afin d'atteindre 260 mbar. Une fois la pression atteinte, la 
solution est agitee (agitateur magnetique) a 65 ""C, temperature correspondant au reflux 
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de r acetonitrile a la pression choisie. Le vide et la temperature sont maintenus pendant 
4 heures, ce qui correspond a plusieurs cycles de remplissage et de siphonnage de 
Textracteur. 

Apres reaction, le vide et I'agitation sont coupes, et le melange refroidi a temperature 
5 ambiante pendant 30 minutes. 

Apres reaction et traitements suivant les memes protocoles que ceux decrits aux 

exemples 1 a 8, on obtient 275 mg de precipite (PI) soit un rendement de 50%. 

La masse de solide (P2) recuperee etant dans cet exemple de 275 mg. 

Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux memes resultats que 
10 ceux obtenus selon les protocoles 1 8. 

Exemple 10: analyse pharmacologique des oligorhamnosides 

Les differentes cellules de rimmunite intervenant dans ces processus de 
15 I'inflammation ont ete etudiees. Ce sont les cellules dendritiques de la peau, les 
cellules endotheliales, certains leucocytes et les kefatinocytes. 

1) Principes des techniques de mesure de la viabilite cellulaire 
❖ technique de reduction du M7T, [3'(4,5'dimethyltiazoU2'yl)-2,5'diphenyl 
tetrazolium bromide] (commei'cialise par Sigina) 
20 Cette technique correspond a un test colorimetrique permettant la quantification des 
cellules vivantes, metaboliquement actives de maniere non radioactive. Le MTT est 
ime molecule cationique qui se fixe aux membranes des mitochondries de fa9on 
potentiel-dependant. Au niveau des mitochondries le MTT sera r6duit en bleu de 
formazan par la deshydrogenase mitochondriale. Les cellules vivantes se colorent done 
25 en bleu, a I'inverse des cellules mortes qui restent transparentes. La mesure de la 
viabilite est ensuite realisee par mesure de la densite optique a Taide d'un lecteur 
automatique. 

Toutefois cette methode d'analyse semble etre mieux adaptee aux cellules adherentes 
(type keratinocytes) que pour les cellules non adherentes (monocytes et cellules 
30 dendritiques). Une autre etude a done ete envisagee pour conclure sur la cytotoxite des 
oligorhamnosides vis-a-vis des cellules differenciees analysees : la cytometrie de flux 
en presence d'iodvire de propidium. 
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❖ technique de reduction du sel de tetrazolium XTT. 

n s'agit d'une technique pennettant une quantification de la proliferation cellulaire et 
du nombre de cellules vivantes, (metaboliquement actives) sans incorporation 
d'isotopes radioactifs. Le XTT, de couleur jaune, est une molecule cationique qui se 
5 fixe aux membranes des mitochondries de fa9on potentiel-dependant, comme le fait le 
MTT. 

Au niveau des mitochondries, le XTT sera reduit en formazan (orange) par la 
tetrazolium reductase mitochondriale. Cette methode, plus onereuse que la methode du 
MTT, ne necessite pas dans son protocole la lyse des cellules par le SDS pour liberer le 

10 colorant. En effet le produit de reduction est soluble au sein de la cellule. La methode 
est ainsi plus rapide. Les cellules vivantes, en absence et en presence d'un traitement 
avec un produit se colorent, a Tinverse des cellules mortes qui restent incolores. Le 
taux de fomiazan produit est detecte au spectrophotometre pour une longueur d'onde 
de 450 nm et est directement proportionnel au nombre de cellules metabohquement 

15 actives. 



1\ test de toxicite 

❖ Des keratinocytes sont isoles et mis en culture a partir de biopsie de peau 

humaine. Les mesures de densite optique (absorbance) des 4 puits traites avec la meme 
20 concentration de produits sont moyennees. Cette moyenne est comparee a la moyenne 

des mesures obtenues pour les 4 puits temoin (test t de Student -comparaison des 

moyennes- difference significative k 95 % si p<0,05 et k 99 % si p<0,01). 

Les viabilites des cellules traitees sont exprimees en pourcentage par rapport au temoin 

(ceUules non traitees) de 100 % (DO traite/ DO temoin x 100). 
25 Le rhamnose ne presente pas de cytotoxicite (cf. tableau 1), meme pour les 

concentrations les plus elevees. 





Temoin 


Rhamnose 
1 mg/mL 


Rhamnose 
0,1 mg/mL 


Rhamnose 
0,01 mg/mL 


Rhamnose 

0,001 mg/mL 


% viabilite 


100 


104 


98 


100 


95 


p (Student) 




0,504 


0,679 


0,991 


0,407 



Tableau 1 : Viabi 



ite des keratinocytes en presence de difierentes concentrations en rhanmose. 
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Les oUgorhamnosides presentent une toxicite aux fortes concentrations, superiei 
5 mg/mL (cf. tableau 2). 





Temoin 


Oligo 
rhamnosides 
Smg/mL 


Oligo 
rhanmosides 
2mg/mL 


Oligo 
rhamnosides 
Img/xnL 


Oligo 
rhamnosides 
0,lmg/mL 


Oligo 
rhamnosides 
0,01mg/inL 


% Viabilite 


100 


75 


92 


92 


102 


117 


p (Student) 




<0,01 


0,072 


0,104 


0,554 


<0,01 



Tableau 2: Viabilite des keratinocytes en presence de differentes concentrations 



oUgorhamnosides. 

^ ❖ Des cellules endotheliales ont 6t6 mises en culture, immortalisees et stabiUsdes 
dans leur phenotype. Les lignees cellulaires 6tudi6es sent les cellules endotheUales 
d'appendice, les cellules endotheliales microvasculaire de cerveau, les cellules 
endotheUales de gangUons lymphatiques mesentherique, les cellules endoth61iales de 

10 gangUons lymphatiques periph6riques, les cellules endotheUales microvasculaires de la 
peau. 

Le test de cytotoxicite est reaUse au moyen d'un test biochimique sur la transformation 
d'un sel de tdtrazoUum, le MTT. Les resultats obtenus sent trfes positife, aucune 
toxicite n'est mise en Evidence, que ce soit sur le rhamnose ou les oUgorhamnosides 
15 testes (cf. figures 1 et 2). La viabiUt6 est en effet toujours superieure k 85 %, et ceci 
pour toutes les Ugn6es de cellules 6tudi6es. 

Figure 1 : Viabilit6 des cellules endo&eUales issues des gangUons lymphatiques 

peripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viabilite des cellules endotheUales issues des ganglions lymphatiques 

20 peripheriques en presence des oUgorhamnosides. 

On note en particuUer I'apparition d'un pic de stimulation coirespondant k 4 heures 
d'incubation, temps necessaire pour I'initiation de la synthese proteique. La presence 
de ce pic est int6ressante car il traduit que les cellules tolerent les oUgorhamnosides 
(absence de toxicite), et les assimilent. Ces produits semblent enrichir le miUeu de 

25 culture. 

Ces rdsultats sont similaires pour les autres Ugnees de cellules endotheUales. 
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3 ) Influence des oligorharpjiosides sur des cellules humaines cultivees en 
milieu pro-inflammatoire 
• Sur les cellules dendfitigues 

On analyse trois groupes de cellules, 1) celles qui n'ont jamais vu ni les 
5 oligorhamnosides, ni les signaux deactivation selectionnes, elles serviront de temoin 
negatif, 2) celles qui ont ete incubees pendant 24 heures avec les signaux deactivation, 
elles serviront de temoin positif, et enfin 3) celles qui ont et6 en contact pendant 24 
heures avec les oligorhanmosides. 

Le milieu de culture utilise est un milieu classique de type RPMI 1640 (Bioproducts), 
10 additionne de SVF 10% decomplement6 de glutamine (2mM) et d'antibiotiques 
(penicilline et streptomycine, Bioproducts). Le liquide de rinfage utilis6 est un tampon 
PBI (Bioproducts). L' activateur cellulaire utilise est 1' DSfFy (SIGMA). 



Les resultats sont donnes dans le tableau 3 suivant : 





Temoin DMSO 


Temoin LPS 


Temoin nul 


Viabilite 
(lodure de 
propidium, PI) 


1.27% 


85,63% 


92,6% 


CD86 B7.2 
(Maturation) 


0,17% 


49,96% 


7,4% 




lOmg/mL 


5mg/mL 


Img/mL 


0,5mg/mL 


0,lmg/mL 


O,05mg/mL 


ViabiUte 
(lodure de 
propidixim, PI) 


90% 


91% 


91% 


92% 


93% 


93% 


CD86 B7.2 
(Maturation) 


10% 


6% 


4% 


4% 


5% 


3% 



Tableau 3 



15 La viabilite est deteraiinee a partir de la mortalite traduite directement par la 
proportion de signal PI. Les resultats presentes dans le tableau 3 traduisent la viabilite 
cellulaire (100-mortalite), proportion de cellules vivantes dans chaque puit etudie. 
L'effet allergisant est traduit par la maturation des cellules dendritiques et par 
Texpression du recepteur CD86 B7.2. Plus ce recepteur est exprime, plus la proportion 

20 de cellules matures est importante, et plus le derive rlianmosyl6 etudie a des effets 
allergisants. 

Les oligorhamnosides ne provoquent ni mort cellulaire, ni activation ou maturation 
acceleree des cellules dendritiques. En effet, les cellules dendritiques etudiees 
continuent a exprimer les recepteurs specifiques des cellules dendritiques immatures 



wo 2005/042553 



19 



PCT/FR2004/002793 



ou ne presentent pas une augmentation de I'expression des autres marqueurs 
membranaires temoins d'une maturation. En particuUer les resultats sont negatife en ce 
qui conceme la densit6 elevee des molecules CD86 caract6ristiques des cellules 
dendritiques matures, les cellules dendritiques n'ont done pas considere les 
5 oligorhamnosides testes comme des signaux d'activation capables d'accelerer ou de 
transformer un DC immature en DC activee voire mature. 

• Dosage de I 'IL-8 liberie par les keratinocytes stimulees avec I 'activateur IL-J P 
Le dosage de l'IL-8 permet d'evaluer les propri6t6s anti-inflanunatoires des 

10 oligorhamnosides lorsqu'ils sont ajoutes simultanement i I'activateur utiUs6 : 1'lL-lp. 
Ce dosage est realise sur le sumageant recupere apres le traitement. En effet, les 
keratinocytes humains normaux (KHN) mis en contact avec I'activateur IL-lp 
secretent de I'lL-S et sa concentration dans les suraageants cellulaires passe de 
3,2 pg/miy^g proteines pour des KHN non traites a environ 32 pg/mL/ng proteines 

15 pour ceux qui sont activ6s. 

Pour afiSner le dosage de la cytokine, un dosage supplementaire est r6aUse, celui des 
proteines cellulaires. n permettra d'exprimer, pour chaque puits, la quantity d'IL-8 
secretee par ng de prot6ines cellulaires (methode BCA decrite en partie 
experimentale). 

20 Les keratinocytes sont traites 24 heures avec oUgorhamnosides et avec I'agoniste IL- 
ip. Apres 24 heures, la cytokine IL-8 liberee dans les sumageants cellulaires est 
quantifiee au moyen d'un test ELISA (Enzyme Linked Lnmunosorbent Assay). 
La gamme standard du kit commercial permet de faire correspondre I'absorbance 
mesuree a 450nm et la concentration en IL-8 (pg/mL) presente dans chacun des 

25 sumageants cellulaires. 

Les differentes concentrations test6es sont 6valu6es sur 4 puits cellulaires. On obtient 
ainsi 4 valeurs distinctes de concentration en IL-8 (pg/mL) pour chaque condition de 
traitement. Ces quantifications peuvent etre rapport6es k la quantity de proteines par 
puits. 

30 Une premiere experience consiste a incuber I'lL-lp et les oUgorhamnosides en mSme 
temps pendant 24 heures. Les resultats ci-apres (cf. tableau 4) representent la moyenne 
de ces 4 valeurs et I'ecart type. 
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Traitement 


Moy. IL-8 (pg/mL/fig proteines) 


% inhibition- 


Temoin negatif 


3,6 ±0,9 




Temoin positif (IL-IP) 


32,3 ± 8,7 




Stimulation IL-ip, 1 ng/mL 


1 mg/niL 


23,5 ± 6,6 


27% 


0,1 mg/mL 


31,7±5,5 


/ 


0,01 mg/mL 


31 ±9,3 


/ 


0,001 mg/mL 


30,1 ±5,9 


/ 



Tableau 4 : Resultats du traitement des KHN avec TIL-ip et differentes concentrations en 



oligorhamnosides pendant 24 heures. 
Les resultats montrent que la mise en contact directe des oligorhamnosides avec 
Tactivateur contribue a son inhibition, (27 %, 1 mg/mL) (of. tableau 5) et que cet effet 
5 n'est plus remarque quand la concentration en oligorhamnosides diminue. 

Une seconde experience est realisee ou les oligorhamnosides sont utiUses en 
pretraitement pendant 8 heures sur les KHN avant d'ajouter TIL-lp et les 
ohgorhanmosides en meme temps pendant 24 heiures. 

Comme precedemment, les deux dosages sont realises (IL-8 et proteines). Les resultats 
10 sont resumes dans le tableau precedent (cf. tableau 5). 



Traitement 


Moy. IL-8 (pg/mL/^g proteines) 


% inhibition 


Temoin negatif 


5,5 ± 0,9 




Temoin positif (IL-1 P) 


141,0 ±12,7 




Stimulation IL-ip, Ing/mL 


1 mg/mL 


101,3 ±16 


28% 


0,1 mg/mL 


117,0 ±19,8 


17% 


0,001 mg/mL 


116,9 ±15 


17% 



Tableau 5 ; Resultats du traitement des KHN avec TIL-ip et differentes concentrations en 



oligorhamnosides pendant 24 heures apres 8 heures de pretraitement avec les 
oligorhamnosides. 

Les resultats montrent que la mise en contact en condition de pretraitement des KHN 
15 avec les oUgorhamnosides ne contribue pas vraiment a ime augmentation de 
rinhibition, (28 %, 1 mg/mL). Cependant cette inhibition est maintenant observable a 
plus faible concentration. Ceci nous permet de conclure que le pretraitement avec les 
ohgorhanmosides favorise Tinhibition de la hberation d'IL-8 dans le sumageant. 
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Nous pouvons supposer que les oligorhamnosides occupent les sites reactioimels des 
keratinocytes conduisant a rinhibition de la reaction secondaire (blocage des sites de 
riL-ip), cependant nous ne pouvons pas conclure sur le mecanisme d' inhibition du 
processus inflammatoire. 

5 

• Dosage de la prostaglandine, 6ketoPGFia, apres stimulation des keratinocytes par 
lePMA. 

La prostaglandine 12 (PGI2) est un metabolite instable de la voie de degradation de 
Tacide arachidonique. Comme la prostaglandine E2, il s'agit d'un mediateur de 
10 rinflammation aux proprietes vasodilatatrices. L'instabilite de la PGI2 reside dans sa 



conversion rapide (hydratation non enzymatique) en 6-keto prostaglandine Fia (6- 
ketoPGFia). C'est done cette prostaglandine qui est messuree en tant que marqueur de 

la synthese de PGI2. 



Traitement 


Moy. 6-ketoPGF,a 
(pg^nL/fxg proteines) 


% inhibition 


Temoin negatif 


24,4 ±5,5 




Tdmoinpositif (n.-ip 1 ng/mL) 


27,3 ±2,2 




Temoin positif (PMA 10 ng/mL) 


33,5 ±2,3 




Stimulation 2 heuies IL-ip 1 ng/xoL 


1 mg/mL 


23,5 ± 1,2 


14% 


0,1 mg/mL 


21,8 ± 0,8 


20% 


0,001 mg/mL 


25,4 ±3.6 


/ 


Indomethacine 1 |iM 


22,6 ±3,4 


17% 


Stimulation 2 heures PMA 10 ng/mL 


1 mg/mL 


27,5 ±4,9 


18% 


• 0,1 mg/mL 


27,4 ± 4,6 


18% 


0,001 mg/mL 


29,4 ±4,4 


12% 


Indomethacine 1 jiM 


20,9 ± 4,9 


37% 



Tableau 6: Resultats du traitement des KHN avec I'lL-lp, le PMA et differentes 
15 concentrations en oligorhamnosides apres 4 heures de pretraitement avec les 

oligorhamnosides 
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Le PMA ou phorbol-12-myristate-13-acetate, est un activateur de la proteine kinase C. 
C'est im activateur non physiologique qui mime Teffet des cytokines dont TIL-ip sur 
les KHNs, et incite la cellule a liberer une molecule lipidique, la prostaglandine 
6ketoPGFia. Cette prostaglandine est dosee au moyen d'un test ELISA. Les deux 
5 activateurs IL-ip et PMA sont utilises. L'indomethacine, analgesique de type aspirine 
est xm anti-inflamatoire (AINTS) qui stimule la reincorporation de Tacide arachidonique 
libre dans les triglycerides pour diminuer la liberation des eicosanoides, II est utilise 
comme inhibiteur de la liberation de 6-ketoPGFia. 

Deux experiences ont ete realisees, la premiere consiste a pretraiter les KHN avec les 
10 oligorhamnosides pendant 4 heures, suivi de la stimulation pendant 2 heures, toujours 
en presence des oligorhamnosides. Les resultats sont resumes dans le tableau 6 
precedent. 

Une seconde experience a ete realisee ou le pretraitement avec les oligorhamnosides a 
ete prolonge a 12 heures. Les resultats sont resumes dans le tableau 7 suivant. 

15 



Traitement 


Moy. 6-kBtoPGF,a 
(pg/mL/fig proteines) 


% iiihibition 


T6moin negatif 


19,5 ±4,5 




T&noinpositif (IL-lb 1 ng/mL) 


35,5 ± 5,3 




Stimulation 2 heures IL-ip 1 ng/mL 


2 mg/mL 


28,2 ±3.8 


21 % 


1 mg/mL 


30,6 ±3,1 


14% 


0,5 mg/mL 


35,2 ±0,4 


/ 


0,1 mg/mL 


31 ±5,1 


/ 


Indomethacine 


22,6 ±3,4 


36% 



Tableau 7 : Resultats du traitement des KHN avec I'lL-ip et diflferentes concentrations en 



oligorhamnosides apres 12 heures de pretraitement avec les ohgorhamnosides 

Dans ces conditions experimentales, la liberation du mediateur 6-ketoPGFlapar les 
20 KHN stimules est faible. II apparait toutefois une legere inhibition de celle-ci lorsque 
les cellules sont traitees par les oligorhamnosides a forte concentration, superieure a 
1 mg/mL. 
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• Dosage de la PGE2 liberee par les KHN stimulees par le PMA. 
Les oligorhamnosides ont pu etre evalues en tant qu'inhibiteur de la liberation de PGE2 
dans les sumageants cellulaires. Ces produits sont mis en presence des KHN en meme 
temps que le PMA a 1 ng/mL. Chaque condition testee est evaluee sur 4 puits de KHN 
5 pour la stimulation. 

Apres 24 heures de traitement, les resultats resumes dans le tableau 8 suivant 
representent les moyennes des valeurs des concentrations en PGE2 (pg/mL) donnees 
dans chacim des sumageants cellulaires stimules ou non et rapportees k ime quantite de 
cellules exprimees en |xg. 

10 





2 mg/mL 


1,5 mg/mL 


1 mg/mL 


0,5 mg/mL 


0,1 mg/inL 


Oligorhanmosides 


58% 
72% 


60% 


25% 
53% 
49% 


27% 


/ 


Tableau 8 : Pourcentage d' inhibition de la libdration de PGE2 en fonction de la concentration 



des derives rhamnosyles. 



Les oligorhamnosides inhibent la liberation de PGE2 des concentrations assez 
15 elevees : 2 mg/mL a 1 mg/mL avec une inhibition moyenne de 50 a 60 %. Pour des 
concentrations inferieures, son pouvoir inhibiteur diminue et devient nul a 0,1 mg/mL. 

• Dosage des molecules LTB4 et PGE2 liberees par les polynucleaires neutrophiles 
humains 

20 Les neutrophiles sont isoles de sang courant humain et purifies par un procede original, 
lis sont ensuite actives par im tampon de stimulation qui provoquera la liberation des 
deux types de molecules lipidiques issues des voies cyclo-oxygenase et lipo- 
oxygenase, derivees de Tacide arachidonique, a savoir le leucotriene LTB4 et la 
prostaglandine PGE2. Ce tampon de stimulation contient &a particulier des ions Ca^^ et 

25 Mg^"*". Ces dosages sont effectues au moyen d'un kit commercial qui repond a xme 
methode de dosage de type ELISA. 

La viabilite cellulaire des neutrophiles traites avec les oligorhamnosides est evaluee au 
bleu trypan. Les viabilitees sont bonnes meme aux concentrations les plus elevees en 
oligorhamnosides. 
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Les resultats representent les moyennes des valeurs dosees dans deux sumageants de 
cellules stimulees au cours d'une meme experience. 

Les resultats obtenus sur Tinhibition de la Uberation des molecules Upidiques sont 
resumes dans le tableau 9 suivant. 



PGE2 liberee (pg/mL) 


Traitement 


Sans stimulation 


Stimulation 


% inhibition 


Temoin negatif 


3,2 ± 0,3 


22,1 ±2,8 




1 mg/mL 


4 ±0,7 


19,6 ±2,3 


11% 


0,5 mg/mL 


4,3 ± 0,6 


22,8 ± 0,9 


/ 


0,1 mg/mL 


4,6 ± 0,6 


20 ± 2,6 


/ 


Indomethacine 
1 nM 


4,5 ±0 


6.8 ±1 


69% 


LTB4 liberee (pg/mL) 


Traitement 


Sans stimulation 


Stimulation 


% inhibition 


Temoin ndgatif 


24,3 


2494 ±105 




1 mg/mL 


19,8 


1857 ± 97 


26% 


0,5 mg/mL 


33,3 


2199 ± 122 


12% 


0,1 mg/mL 


34,1 


2073 ± 169 


17% 


NDGA 0,1 hM 




684 ±185 


73 % 

X J« 



Tableau 9 : Resultats du traitement des polynucl&iires neutrophiles avec un tampon 



stimulation et diff6rentes concentrations en oligorhamnosides. 

L'indometiiacine est utilise comme inhibiteur sp6cifique de la liberation de PGE2 et 
1 0 I'acide Nordihydroguaiaretique conune inhibitexir sp6cifique de la liberation de LTB4. 
Ce tableau perinet de conclure qu'il y a une tres faible inhibition de la liberation de 
PGE2 (1 1 %) observ6e apr^ le traitement des neutrophiles avec les oligorhanmosides. 
Cependant, en presence d'une concentration de 1 mg/mL d'oligorhamnosides, une 
inhibition de la liberation de LTB4 de 26 % est obtenue et confirmee. 

15 

En conclusion, les oligorhanmosides a une concentration de 1 mg/mL assurent une 
inhibition de la Uberation de l'H.-8 de 27 a 28 % par des KHN dans deux experiences 
independantes cependant la liberation de 6-ketoPGFla par les KHN est tres 
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legerement diminuee. A plus fortes concentrations, de 1 a 2mg/mL les 
oligorhamnosides inhibe en moyenne de 50 a 60 % la liberation de PGE2 par des KHN, 
Ces memes molecules a une concentration de 1 mg/mL contribuent a une inhibition de 
21 et 26 % de la liberation de LTB4 par des neutrophiles dans deux experiences 
5 independantes. Ces molecules n'ont aucun effet sur la liberation de PGE2 par des 
neutrophiles humains. 
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REVENDICATIONS 

1- Precede de preparation d'bligorhamnosides, caracterise en ce qu'il comprend les 
5 etapes successives suivantes : 

a) autocondensation du rhamnose en une seule etape reactionnelle dans 
racetonitrile en presence d'un catalyseur acide et precipitation des 
oligorhamnosides ainsi formes ; puis 

b) recuperation du precipite obtenu suite a Tetape a), comprenant les 
10 oligorhananosides, par filtration. 

2- Procede selon.la revendication 1, caracterise en ce que la temperature du melange 
reactionnel, lors de 1' etape a), est comprise entre 20 et 120°C, avantageusement entre 
35 et 75°C. 

15 

3- Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le catalyseur acide est choisi dans le groupe constitue par Tacide chlorhydrique, 
Tacide sulfurique, Tacide phosphorique, T acide ortho-, meta-, et para-toluene 
sulfonique, T acide benzene-sulfonique, les acides benzene-sulfoniques substitues, 

20 Tacide methane-sulfonique, les acides de Lewis, notamment le chlorure de zinc ou le 
chlorure ferrique, des argiles acides, notamment la montmorillonite K-10, des resines 
acides synthetiques, les zeolithes ou leurs combinaisons. 

4- Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
25 que Teau formee pendant la reaction d' autocondensation de Tetape a) est eUminee 

physiquement ou chimiquement. 

5- Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la technique d' elimination de 
Teau comprend I'utilisation d'un agent de dessiccation choisi dans le groupe constitue 

30 par les carbonates, les sulfates, le chlorure de calcium, le pentaoxyde de phosphore, 
des tamis moleculaires ou des combinaisons de ces divers agents de dessiccation. 
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6- Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que r etape a) est realisee a pression atmospherique et sous atmosphere d'un gaz inerte, 
tel que T argon ou T azote. 

5 7- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
Tetape a) est realisee a pression r6duite, en autoclave. 

8- Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que prealablement a Tetape b), le melange reactionnel est refroidi jusqu'a une 

10 temperature comprise entre la temperature de reaction de condensation et O^C. 

9- Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le melange reactionnel est 
refroidi jusqu'a la temperature ambiante, avantageusement jusqu'a lO^'C. 

15 10- Procede selon Time quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le precipite recuper6 suite a T^tape b) est lave a Tacetronitrile. 

11. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que racetonitrile compris dans le filtrat obtenu suite a Fetape b) est evapor6 afin de 
20 recuperer un second precipit6 comprenant des oligorhamnosides. 

12- Composition comprenant un melange d' oligorhamnosides susceptible d'etre 
obtenu par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee en 
ce que lesdits oligorhanmosides contiennent de 2 a 12 motifs rhamnoses, 

25 avantageusement de 2 a 9 motifs rhamnoses. 

13- Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce que la distribution des 
oligorhamnosides en fonction de leur degre de polymerisation suit approximativement 
une loi de distribution type loi de Poisson. 
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14- Composition selon les revendications 12 ou 13, caracterisee en ce que les motifs 
rhamnoses ont jusqu'a trois de leurs fonctions hydroxyles qui sont impliquees dans la 
fomiation de liaisons glycosidiques. 

5 15- Medicament comprenant une composition telle que definie a Tune quelconque des 
revendications 12 a 14. 

16- Medicament selon la revendication 15, destine a reguler les mecanismes 
inflammatoires. 

10 

17- Medicament selon la revendication 15 ou 16, destine a la prevention ou au 
traitement des reactions ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de la 
peau et/ou des muqueuses. 

15 18- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, destine a inhiber 
la reponse immune liee au stress inflanunatoire. 

19- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 18, destine a inhiber 
Tactivation des leucocytes, la secretion des cytokines keratinocytaires, le phenomene 
20 d'hypetplasie k6ratinocytaire, le processus d'appretement de Tantigene par les cellules 
dendritiques de la peau, la maturation des cellules presentatrices d'antigene, le 
phenomene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules pr6sentatrices 
d'antigene. 

25 20- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 19, destine a la 
prevention ou au traitement des maladies choisies dans le groupe constitue de Teczema 
atopique et/ou de contact, des deraiatoses inflammatoires, des deraiatites irritatives, de 
I'acne, des maladies auto-immimes telles que le psoriasis, de la photo-immuno- 
suppression, du vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, de Tarthrite rhumatoYde, de la 

30 maladie de Crohn ou du rejet de greffe. 
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21- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 20, destine a la 
prevention et au traitement des derives inflammatoires chroniques liees au 
vieillissement et ses consequences. 

5 22- Medicament selon la revendication 21, destine a la prevention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les 
anomalies pigmentaires de la peau, rhypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

10 23- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 22, destine a diminuer 
le caractere allergisant et/ou irritant d'une composition ou d'un parfum. 

24- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 23, caracterise en ce 
qu'il comprend 0,001 a 50 % en poids d'oligorhamnosides. 

15 

25- Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses sensibles, 
irritees, intolerantes, k tendance allergique, agees, soumises a un signal danger, 
presentant un trouble de la barriere cutanee, presentant des rongeurs cutanees ou 
presentant un desequilibre inamimologique non pathologique lie au vieillissement 

20 intrinsfeque, extrinseque ou hormonal, caracterisee en ce qu'elle consiste k appliquer 
sur la peau et/ou les muqueuses une composition selon Tune quelconque des 
revendications 12 14. 

26- Methode de traitement cosmetique pour retarder le vieilUssement naturel de la peau 
25 et/ou pour prevenir le vieilUssement accelere de la peau soumise aux agressions 

exterieures, notamment pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau une composition selon Txme 
quelconque des revendications 12 a 14. 
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Figure 1 
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Evolution de la viabilite de HPLNEC B3 
sous rinfluence des oligorhamnosldes 
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